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はじめに
　高齢化社会を迎え，認知・記憶障害を主症状とするア
ルッハイマー病が社会問題となっており，アルツハイ
マー病の予防・治療薬の開発が切望されている．アルツ
ハイマー病は，認知・記憶に関わる脳部位（大脳皮質や
海馬）の神経細胞が選択的に機能低下あるいは脱落して
しまうことにより発症する．現在，本邦で唯一アルツハ
イマー病治療薬として認可されている塩酸ドネペジル
は，残存したコリン系神経伝達を増強することにより，
軽度から中等度のアルツハイマー病患者の認知機能をわ
ずかに高めるにすぎない．進行を食い止めるわけではな
いから，一時的な効果しか期待できない．アルツハイ
マー病の原因療法的薬物を開発するたあには，神経細胞
死の原因を解明することが必要である．
　アルツハイマー病患者の脳には「老人斑」と呼ばれる
特徴的な病変が認められる．コンゴーレッド等の色素に
より染色すると，不溶性の沈着物が大きな染みのような
斑点となって観察される．この老人斑の構成成分が単離
され，40～42個のアミノ酸から成るアミロイドβ蛋白
（Aβ）が同定されたD．Aβは，563～770個のアミノ酸か
ら成るAβ前駆蛋白質（APP）から特異的酵素（βまたは
γセクレターゼ）により切り出されて生成される　（図1
A）．C末端の切り出し位置の違いにより，40個のアミ
ノ酸から成るAβ1－40や42個のアミノ酸から成るAβ
1－42などの分子種ができる．AβはN末端側が親水性，
C末端側が疎水性の構造をしている．APPから切り出
された直後のAβは可溶性であるが，ひとっのペプチド
がクロスβシート構造で次々と結合して凝集し，巨大な
不溶性線維を形成する．Aβ線維の形成は濃度に依存す
るので，アツルハイマー病患者では何らかの理由でAβ
1
が多量に産生あるいは蓄積された結果，Aβ線維の形成
が促進され，老人斑ができると考えられる．また，Aβ1－
42はAβ分子種の中でマイナーであるが極めて凝集性
が高い．よって，Aβ全体の量は変わらなくても，　Aβ1・
42の産生がわずかに増えただけでAβ凝集は著しく促
進される．
　ヒト以外では，サル，イヌ，ネコ，クマ等において老
人斑の出現が報告されているが，実験動物として汎用さ
れるラットやマウス等の留歯類では老人斑は認められな
い．趨歯類のAβは，ヒトAβとアミノ酸配列が一部異
なる．ヒトAβのN末端から5，10，13番目のアルギニ
ン，チロシン，ヒスチジンが，留歯類ではそれぞれグリ
シン，プロリン，アルギニンとなっている（図1B）．鶴
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Fig．1．　A：Schematic　representation　of　Aβproduction
　　　and丘bril　formation．　B：Arnino　acid　sequence
　　　of　human　and　rodent　Aβ．
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歯類のAβには凝集体を形成する性質がない．このため
に醤歯類では老人斑が形成されないと考えられる．以下
本稿で記すAβとはヒトAβのことをさす．
　Aβの発見以来，アルッハイマー病の成因との関連性
が長年にわたり議論されてきた．Aβの沈着は単なるア
ルッハイマー病に付随する現象のひとっであろうとの否
定的な見解も多くあったが，最近の分子生物学的研究の
成果から，Aβがアルツハイマー病の原因物質のひとっ
であろうとする「アミロイド仮説」が広く支持されるよ
うになってきた．「アミロイド仮説」はまだ完全に証明さ
れていないが，Aβを夕一ゲットとしたアルツハイマー
病治療薬の開発が臨床試験の段階まで現在進行してお
り，その評価により確証されるものと期待される．この
総説では，Aβとアルツハイマー病の関連性とAβが脳
細胞に及ぼす作用について，我々の研究成果を交えなが
ら，Aβ研究の最近の進歩を紹介する．
1．Aβはアルツハイマー病の原因物質か
　「アミロイド仮説」を支持する証拠として，以下のよう
な知見がある．
D　Aβの沈着と神経脱落にはある程度の相関性があ
　る．認知・記憶機能を司る大脳皮質や海馬にとりわ
　け多数の老人斑が認められ，神経細胞の脱落が激し
　い．運動機能を司る小脳では老人斑と神経脱落が少
　ない．アルッハイマー病患者の運動機能は正常だが
　認知・記憶機能が著しく損なわれていることと合致
　する．
2）アルツハイマー病には様々なタイプがあるが，一
　族のほとんどがアルッハイマー病を発症する家系が
　報告されている．これを家族性アルッハイマー病と
　いう．APP遺伝子あるいはプレセニリン遺伝子の
　変異によりAβが過剰に産生されることが明らかと
　なっている2｝．プレセニリンはAβのC末端の切り
　出しを行うγセクレターゼとして機能すると考えら
　れており，プレセニリンの変異により，とくに凝集
　性の高いAβ1－42の産生が増える．
3）　ダウン症の患者は第21染色体を3本（トリソ
　ミー）もち，極あて若年（50歳以下）でアルッハイ
　マー病を発症する．APP遺伝子は第21染色体にあ
　るため，トリソミーのダウン症ではAPPが1．5倍
　に増え，Aβ蓄積が増加する．
4）家族性アルツハイマー病患者から発見された変異
　型APPあるいは変異型プレセニリンをマウスに遺
　伝子導入することにより，脳内に老人斑を形成し，
　神経脱落および認知・記憶障害を示すことが確認さ
　れた3）．老人斑が形成されても機能障害が認められ
　ない例や，逆に老人斑が認められないが機能変化を
　示す例も報告されており，疑問も残るが，これらの
　遺伝子導入マウスはアルツハイマー病モデル動物と
　して発症機構の解明や治療薬の開発に有用であると
　期待されている．
5）最近Aβを分解する酵素ネプリライシンが同定さ
　れた4｝．アルッハイマー病の中でも大多数を占ある
　遅発性アルッハイマー病患者の脳では，ネプリライ
　シンによるAβ分解が低下しているために，A蓄積
　しやすいと考えられている．
6）培養神経細胞にAβを与える，あるいはラットや
　マウスの脳内にAβを注入すると，神経細胞死（毒
　性）が認められる．Aβ分子種の中で，凝集性の高い
　Aβ1－42が最も毒性が強いと報告されている．
　ただし，Aβに関する知見が豊富に蓄積されたからと
いって，Aβがアルッハイマー病発症の中心的役割を果
たすと結論づけることはできない．現在のところ多くの
研究者がアミロイド仮説を支持しているために，Aβに
関する研究報告が多いに過ぎない．決して他の未知の因
子の関与を否定するものではない．
2．神経細胞に対するAβの毒性
　脳内に沈着したAβと神経脱落の程度を比較するだけ
では，Aβと神経脱落の因果関係は不明である．また脳
内には神経細胞だけでなくグリア細胞や血管系などが混
在する．目的とする細胞を高純度に含む培養系は，特定
の細胞に対する薬物の作用を調べるのに有用である．
Yanknerらは，培養脳神経細胞にAβを与えると細胞死
が認められることを報告し5｝，Aβが神経脱落を生じる
原因物質であると提唱した．それ以来，多くの研究者が，
培養細胞におけるAβの作用解析を通して，アルツハイ
マー病の原因解明に取り組んできた．我々も同様に，培
養脳神経細胞に対するAβの作用にっいて検証した．
　ラット胎児の大脳皮質または海馬より脳神経細胞を単
離し，神経培養用N1添加物（5μg／mLトランスフェリ
ン，5μg／μLインシュリン，20nMプロゲステロン）を
加えた無血清Eagle培地に分散させて，ポリリジンコー
トした培養プレートに播種し4～6日間培養した．この
培養条件下で，神経細胞は，球形の細胞体より神経突起
を伸長し，安定して生存していた（図2）．無血清条件で
培養することにより，非神経細胞の混在率は5％未満に
抑えられた．この培養神経細胞にAβ（1～50μM）を添
加すると，24時間以内に生存神経細胞数の有意な減少
が生じ，さらに48，72時間にかけて徐々に細胞が死滅
した（図2）．Aβの神経毒性が確認された6）．
　Aβによって神経細胞死が引き起こされるメカニズム
については十分解明されていないが，ひとつの仮説とし
て，Aβが神経細胞に作用すると活性酸素種が発生し細
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Fig．2，　Representative　photomicrographs　of　cultured　rat　cortical　neurons　treated　with　none　or　20μM　Aβ25－35，　an
　　　amyloidogenic　fragment　of　Aβ，　for　48　h．
胞障害を引き起こすことが提唱されている7・8）．この仮
説を検証するため，活性酸素種を不活化する効果のある
抗酸化剤の影響を検討した．Aβ添加と同時にcatalase，
propyl　gallate，　Troloxを与えたところ，　Aβによる神
経細胞死が一部軽減された9）．また，Caチャネル拮抗薬
のnicardipine，　Co21の添加によっても，　Aβによる神
経細胞死が一部軽減された6）．よって，Aβの神経毒性に
は，酸化的ストレスとそれに伴うCa2＋負荷が関係して
いると考えれられる．
　Aβが活性酸素種を発生させる機序は不明である．Aβ
分子自身からラジカルが発生するという仮説，Aβが神
経細胞に存在する各種酸化酵素に作用するという仮説，
ストレス負荷の結果として活性酸素が生じるという仮説
などが提案されているが，いずれも確定的でない．また，
Aβによって生じる細胞死はアポトーシスでありカス
パーゼなどアポトーシス誘発因子が関与すると主張する
研究グループもあるが，細胞種や培養条件によりネク
ローシスが生じることもあり，議論中である．さらには，
培養下で観察された毒性効果がアルツハイマー病患者脳
における神経脱落を再現しているという確証はない．培
養細胞を用いて得られた知見を基に開発された薬物が，
アルツハイマー病モデル動物あるいは患者の神経脱落に
有効であることを証明することにより，これらの議論に
決着がっくであろう．
3．アストログリア細胞のAβに対する応答
　脳内にAβが沈着し影響をうけるのは神経細胞だけで
はない．事実，アルツハイマー病患者脳の老人斑の周囲
には，活性型アストログリア細胞が存在する10－12）．アス
トログリア細胞は，通常，1）神経の支持細胞として脳の
構造を維持，2）細胞外イオンやpH環境の調節，3）神経
の移動や軸索の誘導，4）シナプス伝達の調節などを行
う．また，神経組織が損傷をうけると，マーカー蛋白質
GFAP（glia団brillay　acidic　proteinの略）の過剰発現，
形態変化または増殖して，活性型アストログリア細胞と
なる．活性型アストログリアの存在意義にっいては議論
中であるが，神経組織の損傷に対応して，障害をうけた
神経細胞を保護したり神経組織の修復に寄与する代償的
役割を果たすでのはないかと考えられている．老人斑の
周囲に存在する活性型アストログリア細胞については，
Aβによる神経障害に対応して二次的に出現する可能性
と，アストログリア細胞に対するAβの直接作用により
出現す 可能性の両方が考えられる．我々は，Aβがア
ストログリア細胞に直接作用する可能性を検証するた
め，培養アストログリア細胞を用いた検討を行った．
　ラット新生児の大脳皮質より細胞を単離し，10％ウ
シ胎児血清を加えたEagle培地を用いてフラスコ中で
細胞を増殖させた．脆弱な神経細胞は次第に死に絶え，
接着性の低いミクログリア細胞などはフラスコを軽く振
とうすることにより除去され，約2週間でアストログリ
ア単層が得られた．これを酵素処理により分散させ，
10％血清含有培地を用いて多穴培養プレートに再播種
して，細胞がconHuentに達するまで1～2週間培養し
た．培養液を無血清培地に交換してから，薬物効果を検
討した．
　培養ラット大脳皮質アストログリア細胞に1～50μM
のAβを添加し，生存に対する影響を調べたところ，4
日以上経過しても細胞生存率に変化は見られなかっ
た13｝．すなわち，神経細胞と異なり，アストログリア細
胞はAβに抵抗性を示すことが明らかとなった．一般に
アストログリア細胞は，神経細胞に比べて，酸化的スト
レスに強い．catalaseやglutathione　peroxidaseなど
の抗酸化酵素を豊富に含み，細胞障害の原因となる活性
酸素種を除去する能力が高い14・15）．アストログリア細胞
がAβに暴露されても，活性酸素種が除去されることに
より，細胞障害が生じないものと思われた．
　しかし，培養アストログリア細胞はAβ暴露により形
態変化を示した13・16・17〕．通常は大型で偏平な形をしたア
ストログリア細胞が，Aβ添加後，多数の突起を持った
星型の細胞に変形した．この形態変化は一般に星状化と
呼ばれるも であり，生体脳で見られる活性型アストロ
グリア細胞の形態に類似する．この星状化は，Aβ添加
後30分～1時間で起きはじあ，3～4時間後には最大効
果に達した．さらに24，48時間後でも維持されていた
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Fig．3．　Representative　photomicrographs　showing　the　effects　of　Aβ1－40　and　colchicine　on　morphology　of　cultured
　　　rat　cortical　astrocytes．　After　treated　with　20μM　Aβ1－400r　25μM　colchicine　or　both　for　24　h，　the　cells　were
　　　nxed　with　paraformaldehyde　and　stained　with　monoclonal　antibodies　to　GFAP．
（図3）．
　Aβ暴露によるアストログリア細胞の星状化反応のメ
カニズムとして2つの可能性が考えられた．ひとつは，
Aβ暴露によって，細胞死には至らない程度の弱い酸化
的ストレスの結果として，形態変化が誘導された可能
性．もうひとつは，アストログリア細胞がAβに対して
能動的に応答した結果として形態変化を示した可能性．
そこで，抗酸化物質の影響を検討したところ，Aβ添加
時に様々な抗酸化物質（catalase，　propyl　gallate，
Trolox，2V－acetylcysteine）を同時添加しても星状化は
変わりなく起きた．さらに，Aβ暴露による星状化は，ア
クチン重合阻害剤コルヒチンの同時添加により完全に抑
制された（図3）．よって，この反応は酸化的ストレスに
よる結果ではなく，アクチンなど細胞骨格蛋白質の再構
築を伴うアストログリア細胞の積極的な応答反応である
と結論された．
　グルタミン酸は脳内で興奮性神経伝達物質として機能
しているが，過剰に遊離・蓄積すると興奮性神経毒とし
て作用する．脳虚血に伴う神経障害の一部は，過剰に遊
離・蓄積したグルタミン酸が神経細胞死をもたらすため
である．アストログリア細胞は，細胞膜上に存在するグ
ルタミン酸トランスポーターを介して細胞外グルタミン
酸を取込み，グルタミンに分解する．すなわち，アスト
ログリア細胞は，興奮性神経障害を防ぐ役割を果たして
いる．そこで，我々は，アストログリア細胞のグルタミ
ン酸取込み能に対するAβの効果について検討した．グ
ルタミン酸取込み能を定量するために，アストログリア
細胞の培養上清中に50または100mMのグルタミン
酸を添加して1～8時間後に培養上清を回収し，残存し
ているグルタミン酸濃度を測定した18｝．50μMのグルタ
ミン酸は約4時間で検出限界以下（〈1μM）まで低下
4
し，100μMのグルタミン酸は約8時間で検出限界以下
まで低下した．培養上清とグルタミン酸を混合しただけ
では細胞外グルタミン酸濃度はまったく変化しなかった
ので，グルタミン酸が細胞外で分解されたのではない．
この細胞外グルタミン酸の消失は，グルタミン酸トラン
スポーター阻害薬である　DL一ε加θoβ一hyroxyaspartate
（THA）またはL’rzαηs－pyrrolidine－2，4－dicarboxylate
（PDC）の共存により抑制されたので，アストログリア細
胞のグルタミン酸トランスポーターを介したものである
ことが確認された．Aβ20μMで24時間前処理した細
胞に，同様にグルタミン酸を添加して消失速度を測定し
たところ，無処理群に比べて有意にグルタミン酸消失速
度が速かった．Aβの処理時間を変えてみたところ，2
時間処置では効果がなく，8時間以上の前処理により，
グルタミン酸消去能が充進されることが明らかとなっ
た．比較的長時間の前処理が必要であったことから，Aβ
の作用発現には何らかの蛋白質合成の変化が関与する可
能性が考えられた．事実，蛋白質合成阻害薬シクロヘキ
シミドを同時添加しておくと，Aβ暴露によるグルタミ
ン酸消去の充進は起きなかった．我々は，Aβ暴露によ
りアストログリア細胞のグルタミン酸トランスポーター
発現量が増加するのではないかと考えた．これを検証す
るため，Aβ処理した細胞の抽出液をSDS－PAGEにか
け，グルタミン酸トランスポーターGLASTに対する特
異的抗体を用いたウェスタンブロット解析を行った．
Aβ処理したアストログリア細胞では，無処理群と比較
して，GLASTの発現量が20～30％増大していた．　Aβ
暴露により，GLASTの発現が増加し，アストログリァ
細胞のグルタミン酸消去能が促進されると結論された．
　アストログリア細胞のグルタミン酸消去能が元進され
ると，興奮性神経毒となりうる高濃度のグルタミン酸に
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Fig，4．　Effects　of　Aβon　ERK1／2　phosphorylation　in　cultured　rat　cortical　neurons　and　astrocytes．　The　cells　were
　　　exposed　to　20μM　Aβ1－40　for　5　min－80　h．　For　comparison，　neurons　were　exposed　to　10ng／ml　basic　fibroblast
　　　growth　factor（bFGF）for　30　min．　The　whole　cell　extract　was　subjected　to　Western　blot　analysis　with
　　　anti－phospho　ERK1／2（pERK1／2）antibody　or　anti－ERK1／2　antibody．
暴露される危険性が軽減されるだろう．Aβとグルタミ
ン酸が相乗的に神経毒性を増強することが報告されてお
り，グルタミン酸はAβ毒性の危険因子のひとっと考え
られる．よって，Aβに暴露されたアストログリア細胞
のグルタミン酸消去能が元進されるという現象は，アス
トログリア細胞が神経細胞を保護しようとする代償的応
答のひとっではないかと考えられる．今後さらに，Aβ
暴露がGLAST発現増加に至る細胞内情報伝達メカニ
ズムの解明，in　vivoの実験系においてGLAST発現の
増加が神経保護に寄与することの証明，アストログリア
細胞の他の機能に対するAβの効果などにっいて研究し
ていきたいと考えている．
　4．Aβ受容体の実体
　多くの生体内物質はその特異的受容体に結合して細胞
機能に影響を与える．同様にAβも特異的受容体に作用
すると想定されるが，いまだその実体は明らかでない．
YankerらはAβ神経毒性を報告するとともに，その作
用がSubstance　Pなどのタキキニンによって拮抗され
るというデータを示し，AβはSubstance　P受容体に結
合すると提唱した5）．しかし，その後このデータは再現
されず，現在では否定されている．さらに多くの研究者
が，細胞膜標品に対する受容体結合実験や，アフリカツ
メガエル卵母細胞を用いた遺伝子スクリーニングによ
り，Aβ結合蛋白質の検索に取り組んだが，　Aβの特異的
受容体の発見には至らなかった．Yanらはウシ肺組織を
用いて1251で標識したAβの結合実験を行い，Aβが高
親和性に結合する細胞蛋白質としてRAGE（receptor
for　advanced　glycation　end　productsの略）を同定し
た．RAGEは，加齢とともに血管をはじめとする組織に
蓄積するadvanced　glycation　end　products（アルドー
スと蛋白質が非酵素的に結合した高分子）に対する受容
体として知られていた．老化とアルッハイマー病の関連
を示唆する発見として注目された．彼らは，COS細胞や
PC　12細胞を用いてRAGEを遮断するとAβ毒性が軽
減されることを示しRAGEがAβ毒性を媒介する受容
体であると発表した．また，同グループは，yeast　two－
hybrid　systemを用いてヒト脳とHela細胞のcDNA
ライブラリーからAβに結合する新規の細胞蛋白質を見
つけた．この蛋白質は細胞内とくに小胞体に局在する
ことからERAB（endoplasmic－reticulum－associated
binding　proteinの略）と名付けられた20）．　ERABは脳
内では主に神経細胞に発現しており，アルッハイマー病
患者脳において発現量が増えていた、リボソームを用い
てERABに対する抗体をneuroblastomaの細胞内に
導入するとAβの毒性が軽減され，COS細胞にERAB
を過剰発現させるとAβの毒性が増強されたことから，
彼らはERABがAβの神経毒性を媒介する受容体であ
ると主張した．しかし，その後他の研究グループから，
培養神経細胞におけるAβ毒性にRAGEは関与しない
という反論がでた2u．また，　ERABについてもAβ神経
毒性との関連は未だ証明されていない．非神経細胞を用
いた研究から発見されたRAGEやERABは，　Aβの生
物活性の一部を担っているかもしれないが，神経毒性を
媒介する受容体ではないと思われる．
　我々は，多くの研究者と同じような手法を用いても画
期的な進展は期待できないと考え，培養脳細胞を用いた
Aβの作用解析からAβの受容体を類推しようと試みて
いる．その一例として，MAP　kinaseとくにERK（ex－
tracellular　signal－regulated　kinaseの略）に対するAβ
の効果を調べた22）．培養神経細胞およびアストログリア
細胞にAβを与え一定時間後に細胞溶解サンプルを回収
し，リン酸化ERK　1／2を特異的に認識する抗体を用い
たウェスタンブロット解析を行った（図4）．培養ラット
大脳皮質神経細胞に20μMのAβを5分～12時間与
えたが，リン酸化ERK　1／2の量に変化はみられなかっ
た．一方，培養ラット大脳皮質アストログリア細胞に20
μMのAβを与えたところ，5分後ですでにリン酸化
5
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ERK1／2の増大がみられ，さらに5～8時間にかけてリ
ン酸化ERK1／2は増加し続け，少なくとも80時間まで
リン酸化ERK1／2の増大が認あられた．リン酸化およ
び非リン酸化ERK1／2を認識する抗体を用いた解析か
ら，ERK1／2の発現量には変動ないことが確認された．
この結果より，Aβがアストログリア細胞のERKリン
酸化を促進することが明らかとなった．Aβによるアス
トログリア細胞ERKリン酸化の促進は，　MEK
（MAPK／ERK　kinaseの略）の阻害薬であるUO126と
PD98059により抑制されたので，　MEKの活性化を必要
とすると考えられた．しかし，Ras・Rafシグナル伝達を
抑制するcyclic　AMPによっては影響されなかったの
で，Ras－Rafシグナルは介さないと考えられた．　Aβ刺
激がERKリン酸化に至る上流のシグナル伝達分子機構
にっいて，現在解析を進めているところである．また，
神経細胞とアストログリア細胞のAβに対する応答が異
なる要因にっいても解明したいと考えている．
　Aβは特異的な受容体を媒介することなく脳細胞に作
用するかもしれない．例えば，何らかの物理化学的な刺
激として細胞に変化をもたらす可能性も考えられる．い
ずれにせよ，Aβの作用点の実体を明らかにすることは，
Aβの作用機序解明に大きな進歩をもたらすであろう
し，またアルツハイマー病治療薬開発に大きな手がかり
を与えるであろう．
マー病を治療する戦略が進行中である．例えば，Aβの
産生に関わるγセクレターゼの阻害薬，Aβに対するワ
クチン，Aβの凝集を阻止するβシートブレーカーなど
が有力視されているが，臨床治験において期待された成
果はあがっていないようである．とくに注目されていた
ワクチンは，最近の臨床治験において重大な副作用とし
て脳炎が報告されたため，開発が中止されてしまった．
Aβの神経毒性メカニズムが解明できれば，Aβの他の
作用に影響せず神経毒性だけを選択的に阻止することが
可能となるだろう．とくにAβの受容体もしくは標的分
子は，新しい創薬の夕一ゲットとなりうる．
　我々の研究より，アストログリア細胞が神経細胞とは
異なる特有の応答を示すことが明らかとなった．アスト
ログリア細胞は，Aβにより神経系が障害されたときに，
神経細胞を保護する代償的役割を果たすと考えられる．
今後さらに，Aβに対するアストログリア細胞の応答機
構を解明し，アストログリア細胞の機能を利用した新し
いタイプのアルツハイマー病治療薬を開発したいと考え
ている．
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おわりに
現在，Aβの蓄積を阻止することによってアルツハイ
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